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RESUMO

A familia Agaveaceae possui 136 espécies cultivadas na maior parte do mundo e o
Brasil € o maior produtor e exportador mundial de Agave sisalana — o sisal —, cujo
estado com maior producéo de sisal € a Bahia, com 95,2% da producgédo nacional. O
material residual do processo de desfibramento das folhas compde 95-97% do peso
das folhas, sendo designado por mucilagem, que geralmente é descartado no solo. A
preocupacdo mundial com a sustentabilidade esta levando a busca de estratégias
inovadoras para o reaproveitamento de residuos agricolas. Assim, ao agregar valor
ao residuo do sisal, além de se promover a reducdo de um expressivo impacto
ambiental, havera, com certeza, um incremento social e econémico, visto que a regido
sisaleira € uma das mais pobres do Brasil. Como ainda € muito pouco relatado o uso
do residuo do sisal no desenvolvimento de medicamentos, o presente trabalho, por
meio da realizacdo de testes in vitro, visou complementar estudos farmacolégicos e
toxicoldgicos in vivo, realizados anteriormente no laboratério Fitotec da FCL/Unesp,
campus de Assis. Desta forma, foi avaliada pela primeira vez in vitro as atividades
anti-inflamatoria e toxicolégica de um extrato obtido do suco do sisal (FAEHA). Em
complemento, a fim de estabelecer uma relacdo entre a composicdo quimica e a
atividade farmacoldgica do extrato, foi determinada a concentracdo das saponinas no
extrato, bem como, identificada a presenca de sapogeninas. Para isso, inicialmente,
o extrato foi preparado com o residuo do sisal, e diluido em trés concentracdes: 2,0
mg/mL, 1,0 mg/mL e 0,5 mg/mL. Os testes toxicolégicos foram avaliados mediante
cultura de células mononucleares do sangue humano, em triplicata. Os testes anti-
inflamatorios foram realizados com macréfagos extraidos de lavado peritoneal, em
triplicata, obtidos de camundongos Swiss identificados morfologicamente com base
na coloracdo de Wright. A concentracdo de saponinas foi determinada por
espectrofotometria UV-Vis e a presenca de sapogeninas por espectrometria de
massas com alta resolucdo (HRESI-MS). Os resultados demostraram que nos testes
de citotoxicidade realizados (Teste do MTT, teste de exclusdo do azul de Trypan e
ensaio de incorporacdo do vermelho neutro) as concentracdes ndo se mostraram
citotdxicas. Os testes antiinflamatérios in vitro (fagocitose, retencéo de lisossomos e
espraiamento de macrofagos) comprovaram que o0 extrato, em todas as
concentracdes testadas, apresentou expressiva atividade anti-inflamatéria in vitro. A
analise fitoquimica realizada com o FAEHA sugere que a atividade anti-inflamatoria in
vitro pode ser atribuida a presenca de saponinas e das sapogeninas hecogenina e
tigogenina. Portanto, a confirmagé&o in vitro da baixa toxicidade do FAEHA e de sua
alta atividade anti-inflamatdria, anteriormente observadas in vivo, coloca esse extrato
como potencial candidato ao desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico. O
reaproveitamento de suco de sisal pode, assim, configurar-se como uma estratégia
inovadora e de fundamental importancia para diminuir o impacto ambiental e agregar
valor econdmico e social a este residuo agricola.

Palavras-chave: Tecnologia Farmacéutica. Medicamentos Fitoterapicos. Inflamagéo.
Macréfagos. Testes de toxicidade. Mucilagem vegetal.
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ABSTRACT

The Agaveaceae family has 136 species grown in most parts of the world and Brazil is
the world's largest producer and exporter of Agave sisalana,- the sisal -, the state with
the highest sisal production is Bahia, with 95.2% of the national production. The
residual material from the leaf defibration process makes up 95-97% of the leaf weight,
being called mucilage, which is usually discarded in the soil. The global concern with
sustainability is leading to the search for innovative strategies for the reuse of
agricultural waste. Thus, when adding value to the sisal residue, in addition to reducing
a significant environmental impact there will certainly be a social and economic
increase, since the sisal region is one of the poorest in Brazil. As the use of sisal
residue in the development of medicines is still very little reported, the present work,
through in vitro tests, aimed at complementing pharmacological and toxicological
studies in vivo, previously carried out at the Fitotec laboratory of FCL / Unesp, campus
of Assis. Thus, the anti-inflammatory and toxicological activities of an extract obtained
from sisal juice (FAEHA) were evaluated for the first time in vitro. In addition, in order
to establish a relationship between the chemical composition and the pharmacological
activity of the extract, the concentration of saponins in the extract was determined, as
well as, the presence of sapogenins was identified. To this end, initially, the extract
was prepared with the sisal residue, and diluted in three concentrations: 2.0 mg / mL,
1.0 mg / mL and 0.5 mg / mL. Toxicological tests were evaluated by Peripheral Blood
Mononuclear Cells, in triplicate. The anti-inflammatory tests were performed with
macrophages extracted from peritoneal lavage, in triplicate, obtained from Swiss mice
identified morphologically based on Wright's stain. The concentration of saponins was
determined by UV-Vis spectrophotometry and the presence of sapogenins by high
resolution mass spectrometry (HRESI-MS). The results demonstrated that in the
cytotoxicity tests performed (MTT test, Trypan blue exclusion test and neutral red
incorporation test) the concentrations were not shown to be cytotoxic. The anti-
inflammatory tests in vitro (phagocytosis, lysosome retention and spreading of
macrophages) proved that the extract, in all tested concentrations, showed significant
anti-inflammatory activity in vitro. Phytochemical analysis performed with FAEHA
suggests that the anti-inflammatory activity in vitro can be attributed to the presence of
saponins and sapogenins hecogenin and tigogenin. Therefore, Therefore, the in vitro
confirmation of the low toxicity of FAEHA and its high anti-inflammatory activity,
previously observed in vivo, put this extract as a potential candidate for the
development of a herbal medicine. The reuse of sisal juice can thus be configured as
an innovative strategy and of fundamental importance to reduce the environmental
impact and add economic and social value to this agricultural waste.

Keywords: Technology, Pharmaceutical. Phytotherapeutic Drugs. Inflammation.
Macrophages. Toxicity Tests. Plant Mucilage.
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1 INTRODUCAO

1.1 Agave sisalana

A familia Agaveaceae possui 136 espécies cultivadas na maior parte do mundo
e se concentra em regides tropicais e aridas (NOBEL; MCDANIEL, 1988). O género
Agave compreende cerca de 211 espécies (MONJA-MIO et al., 2019). A Agave
sisalana, popularmente conhecida como sisal, se originou nas florestas tropicais da
América do Norte, sobretudo do México. Em virtude das altera¢cdes morfoldgicas e
fisiologicas da planta, como presenca de sistema radicular estendido — cuticulas
espessas e ceras epicuticulares —, que confere resisténcia a patdogenos, radiacéo
solar, seca e frio (MONJA-MIO et al., 2019), a Agave sisalana se adaptou bem em
regides secas do Nordeste brasileiro (QUEIROZ et al., 2012). Desta forma, representa
uma das poucas espécies agricolas resistentes e viaveis ao clima semiarido
(CARDOSO, 2019).

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial do sisal (BOTURA et al.,
2013), cujo estado com maior producao de sisal é a Bahia, que concentra 95,2% da
producado nacional (BRASIL, 2017).

As espécies do género Agave possuem grande importancia econémica mundial
por constituirem-se fonte de fibras naturais para a confeccdo de diferentes produtos
industriais, tais como suplementos alimentares e bebidas alcodlicas (MONJA-MIO et
al., 2019). Entretanto, nas regides semiaridas do Nordeste brasileiro das folhas do
sisal sdo extraidas e aproveitadas somente suas fibras duras (BOTURA et al., 2013).
Essas fibras correspondem a 3-5% do peso da folha do sisal e tem importancia
comercial para a fabricacdo de polimeros que originardo componentes plasticos na
industria automobilistica, na fabricacdo de pasta celuldsica, que dara origem ao papel
Kraft, de alta resisténcia, na producdo de cordas, vassouras, artesanato, entre outros
produtos (SILVA et al., 2008). O material resultante do processo de desfibramento das
folhas compde 95-97% do peso das folhas, sendo designado de mucilagem, composto
por residuos solidos e liquidos, que geralmente sado descartados no solo (YISHUO et
al., 2018; ARALDI et al., 2018).

A questao da sustentabilidade representa, atualmente, uma preocupacao de
ambito global e com a necessidade de promover o incremento social e econémico de

familias de baixa renda esta levando a busca de estratégias inovadoras para o
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reaproveitamento de grande perda de residuos agricolas. Assim, ao agregar valor ao
residuo do sisal, por meio do comércio de produtos desenvolvidos com este material,
provavelmente promovera uma melhoria da condi¢gdo econdmica e social das familias
que vivem na regido sisaleira do Brasil, uma das mais pobres do pais, onde os
pequenos produtores rurais dificilmente alcancam uma renda mensal de um saléario
minimo (CARDOSO, 2019).

Ha relatos, na literatura, sobre a possibilidade de uso dos residuos de Agave
sisalana como fertilizantes organicos e suplemento alimentar de ruminantes (BOTURA
et al., 2011). Também, esta em fase de pesquisa a producéo de biogas para geracao
de energia (TERRAPON-PFAFF; FISCHEDICK; MONHEIM, 2012). Entretanto, ainda
€ muito pouco explorado o uso do residuo do sisal na producdo de medicamentos
(BOTURA et al., 2011). Existem relatos sobre as atividades anti-helminticas in vitro e
in vivo (ZAJICKOVA et al., 2020; BOTURA et al., 2013) e citotoxica contra hemadcitos
de Aedes aegypti (OLIVEIRA et al., 2016).

1.2 Composicdo quimica da Agave sisalana

Os poucos estudos fitoquimicos realizados até o0 momento com o residuo do
sisal evidenciam a possibilidade de seu uso no desenvolvimento de novos
medicamentos. Nesta direcdo, na mucilagem de Agave sisalana foram encontrados
flavonoides com alta atividade terapéutica como quercetina e kaempferol (PUENTE-
GARZA et al., 2017) e um alto teor de saponinas esteroidais (ARALDI et al., 2018;
ALCAZAR et al., 2017; SIDANA; SINGH; SHARMA, 2016; CERQUEIRA et al., 2012;
DUNDER et al., 2013; DUNDER et al., 2010).

Saponinas esteroidais representam uma classe de metabdlitos secundarios
gue possui em sua estrutura uma parte lipofilica (aglicona ou sapogenina) e outra
hidrofilica (agtcares) (DONG et al., 2019; SIMOES et al., 2010). As saponinas podem
ser classificadas de acordo com a aglicona, podendo ser esteroidais ou triterpénicas.
Também podem ser classificadas pelo seu carater acido, basico ou neutro (DONG et
al., 2019; SIMOES et al., 2010).

As saponinas esteroidais presentes na mucilagem do sisal despertam grande
interesse. Isso porque, na industria farmacéutica se apresentam como uma das
principais fontes na sintese quimica de importantes medicamentos (ARALDI et al.,

2018), tais como: o0s hormbnios sexuais, 0s diuréticos esteroidais, 0s
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hipocolesteromiantes, os anti-inflamatérios glicocorticoides e antivirais (RAFINSKA et
al., 2017; SIMOES et al., 2010). Dessa forma, na literatura, ha relatos de que as
saponinas esteroidais possuem inimeras atividades terapéuticas (DONG et al., 2019;
PUENTE-GARZA et al., 2017).

Ding et al. (1989) relataram que por meio da hidrolise acida da mucilagem da
Agave sisalana é possivel extrair as cadeias de aclucar das moléculas de saponinas e
obter principalmente duas sapogeninas — hecogenina e tiogenina. Em complemento,
na composicdo da mucilagem da Agave spp. foram encontrados
heteropolissacarideos como a pectina, utilizada na industria de medicamentos para
diminuir o colesterol total, diminuir a absorcéo de glicose e evitar a absor¢ao de toxinas
produzidas no célon, reduzindo a incidéncia de cancer (MARAN; PRIYA, 2015;
SANTOS et al., 2013).

1.3 O processo inflamatorio

A inflamacdo é uma resposta a infeccdo ou lesdo tecidual que ocorre para
erradicar microrganismos, células danificadas ou agentes irritantes e para potenciar a
reparacao tecidual (KHAN et al., 2020). Assim, as reacdes inflamatorias tém papel
importante na protecdo do organismo (KOMAKECH et al., 2019). Porém, quando
ativada de forma excessiva ou cronica, a inflamacao pode causar o comprometimento
de 6rgados e sistemas, levando a descompensacdo, disfuncdo organica e morte.
Atualmente, é reconhecido que a inflamacédo esta implicada em diversas doencas,
infecciosas e ndo-infecciosas, destacando doencas causadas por protozoarios e
bactérias, doencas do sistema cardiovascular, neuropatias, doen¢as pulmonares,
esclerose multipla, doencas autoimunes e cancer (ARYAEIAN et al., 2019; MAYASSI
et al., 2019; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; WEINTRAUB, 2012; DUNDER et al.
2010). Apesar deste conhecimento, os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nas doencas de natureza inflamatéria ainda ndo estdo totalmente
elucidados, o que acarreta a aplicacéo de terapias mais efetivas. Assim, o continuo
investimento em pesquisas é fundamental para o desenvolvimento de estratégicas
terapéuticas mais eficazes.

O entendimento sobre a participacdo das células no processo inflamatorio, de
acordo com Viehmann et al. (2018), se deu por meio da realizacdo de inUmeras

pesquisas, em diferentes momentos. Mais propriamente, esta participagdo comeca a
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ser entendida a partir da segunda metade do século XIX, quando Virchow, Arnold e
Metchnikoff descreveram o papel das células proprias dos tecidos lesados e das
células migratérias, bem como o fenbmeno da fagocitose. No século XX, foi descrito
o envolvimento dos mastocitos na reagdo triplice cutdnea, dos macrofagos na
constituicdo de granulomas e dos linfécitos como célula imunocompetente.

Atualmente, esta bem estabelecido que os mondcitos dao origem as células
dendriticas e macrofagos, e contribuem para a inflamacéo local e sistémica. Para isso,
0s mondacitos inflamatorios classicos contém receptores ligados a superficie (Tool-like)
e reconhecem os padrées moleculares associados a patdégenos. Trafegam
seletivamente para os locais de inflamacao, produzem citocinas inflamatérias e podem
ser diferenciados em macrofagos inflamatorios e células dendriticas (FENG et al.,
2019; YANG et al., 2014). Desta forma, no estado estacionario, os mondcitos anti-
inflamatorios controlam o sistema vascular para monitorar os padrdes moleculares
associados a patdégenos. Durante a inflamacédo, por mecanismos complexos, 0s
mondcitos sdo estimulados a migrar do sangue para as areas inflamadas e se
transformam em macrofagos fixos ao penetrarem os tecidos periféricos (YONG et al.,
2017; HANIFFA; BIGLEY; COLLIN, 2015). Citam-se como macrofagos fixos ou
residentes: células de Kupffer no figado, macréfagos alveolares nos pulmdes, células
da microglia no tecido nervoso, siderdcitos em 6érgdos linfoides, macréfagos de
cavidades serosas (peritoneais e pleurais) e histiocitos do tecido conjuntivo
(SAMPAIO et al., 2001).

Os macrofagos merecem destague no processo inflamatério por
desempenharem importantes fun¢des: 1) reconhecimento, internalizacdo e remocao
de patdgenos; 2) ativacdo da imunidade adaptativa das células T; 3) liberacdo de
agentes microbicidas como 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio por meio do
processamento e apresentacdo de antigenos; 4) secrecdo de mediadores
inflamato6rios como citocinas e quimiocinas; e 5) reparo tecidual (YONG et al., 2017,
SAMPAIO et al., 2001).

De modo geral, a resposta inflamatéria mostra-se prépria, no sentido de
promover a recuperacao tecidual de forma rapida e efetiva. Entretanto, esta pode se
tornar imprépria e cronica, levando a ocorréncia de lesdes teciduais persistentes e das
doencas sistémicas (FENG et al., 2019). Nesta situacao, faz-se necessario o uso de
medicamentos anti-inflamatorios. Porém, esses medicamentos promovem inumeros

efeitos colaterais. Os anti-inflamatérios ndo-esteroidais podem gerar complicacdes na
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funcdo gastrintestinal, renal e cardiovascular. Os anti-inflamatoérios esteroidais, além
desses efeitos colaterais, promovem alteracdes no nivel de glicose no sangue, na
densidade 0ssea e na taxa sanguinea de alguns hormonios. E ainda tem efeito
imunossupressor, ao bloquear enzimas quinases, Uteis na manutengcdo da imunidade

do hospedeiro tornando os individuos predispostos as infec¢des, (RANG et al., 2011).

1.4 O uso de métodos in vitro para avaliacdo da atividade anti-inflamatdria no

desenvolvimento de novos medicamentos

Diante dos inumeros efeitos provocados pelos anti-inflamatérios, no
desenvolvimento de novos medicamentos, que visem tratar as doencas inflamatérias
cronicas e severas, 0 uso de plantas medicinais mostra-se promissor (FENG et al.,
2019).

Nesta direcdo, o emprego de plantas medicinais, ricas em compostos bioativos,
mostra-se como uma importante ferramenta (KOMAKECH et al., 2019). Para isso, a fim
de que uma planta medicinal se torne matéria-prima para o desenvolvimento de um
fitoterapico com propriedade anti-inflamatéria, € preciso que seja assegurada na
formulacédo a integridade quimica e farmacolbégica do vegetal, bem como baixa ou
nenhuma toxicidade e de instabilidade genémica. Com esse propésito, uma série de
estudos in vivo é empregada a fim de se avaliar as atividades farmacoldgicas e
toxicologicas do extrato vegetal da planta, das frac6es do extrato, ou mesmo das
substancias isoladas deste elemento (SIMOES et al., 2010). Para o estudo da eficacia
e seguranca do fitoterapico desenvolvido sera necessaria a realizacdo de estudos
farmacoldgicos e toxicolégicos in vivo — agudo e crénico —, estabelecido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria - Anvisa (BRASIL, 2014a).

Entretanto, seguindo uma tendéncia mundial de reduzir o nimero de animais
nas avaliagfes farmacolégicas, alguns testes in vitro, de carater preditivo, tém sido
introduzidos as pesquisas com plantas medicinais. Um exemplo é o teste de
fagocitose com zimosan ligado ao corante vermelho neutro, que tem sido utilizado na
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria (OTA et al., 2010). O zimosan é uma particula
derivada da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, rica em betaglucanos e
mananos (SIGOLA et al., 2016; FUENTES; MILLIS; SIGOLA, 2011). O zimosan tem
a capacidade de induzir a inflamacédo, estimulando a producdo de citocinas e

guimiocinas, e 0 mecanismo de fagocitose. A fagocitose do zimosan esta
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acompanhada pelo recrutamento dos receptores de membrana dos macréfagos: Tool-
like TLR2 e TRL6. Esses receptores reconhecem as betaglucanas do zimosan e
estimulam a fagocitose dessas particulas ligadas ao corante vermelho neutro,
formando o fagossomo (UNDERHILL, 2003).

Outro teste usado na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria é o de retencao
de lisossomos. Para a compreensdo do embasamento metodologico deste teste, é
importante considerar que o fagossomo, no interior do macréfago, ao se fundir com o
lisossomo recebe todo o seu contetdo enzimético e uma grande quantidade de ions
H+. Assim, o fagolisossomo — compartimento resultante da fusdo do fagossomo com
os lisossomos — apesar de sua morfologia simples, do ponto de vista de organizacao
molecular € muito complexo. Apresenta em seu lumen proteinas estruturais,
transportadores de membrana e dezenas de tipos diferentes de enzimas hidroliticas,
como proteases, lipases, glicosidades, nucleases e fosfatases. Desta forma, o
fagossomo necessita das enzimas lisossomais para digerir o0s compostos organicos
gue foram fagocitados. Em complemento, a alta concentracdo de ions H+ fornecida
pelos lisossomos permite que os fagossomos consigam eliminar os restos
fagocitados. Assim, nos processos inflamatérios, durante o processo de fagocitose, 0
pH dos lisossomos diminui ainda mais (SOUZA et al., 2011).

O corante vermelho neutro é uma substancia lipofilica, catibnica que transita
entre as membranas celulares, por meio da difuséo passiva. O fluxo do corante a favor
do gradiente ocorre do citoplasma do macréfago para o interior do lisossomo. No
interior dessa organela, o vermelho neutro recebe um préton, em virtude do baixo pH,
e fica retido (SOUZA et al., 2011). Quanto maior a resposta inflamatéria maior sera a
acidez no interior dos lisossomos e maior o acumulo do vermelho neutro (RINGROSE;
PARR; MCLAREN, 1975).

Outro teste anti-inflamatério in vitro € o do espraiamento de macrofagos.
O espraiamento é definido, em geral, como uma tentativa frustrada de fagocitose,
entretanto, como ndo ha uma substancia ou microrganismo para ser fagocitado, tem-se
que o espraiamento se trata apenas da acao de uma célula responsiva com capacidade
de se aderir a lamina e emitir microvilos (DELLA LIBERA et al., 2006; RABINOVITCH
et al, 1977). Na presenca de compostos anti-inflamatérios, espera-se que o
espraiamento seja inibido (SARTIM, MENALDO, SAMPAIO, 2018; SAMPAIO et al.,

2001). Para avaliar essa acdo, as células espraiadas e nao-espraiadas sé&o
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quantificadas para calcular a porcentagem de inibicdo de espraiamento (PERES; CURI,
2005).

1.5 Toxicidade de extratos vegetais e métodos toxicoldgicos in vitro

Os testes toxicoldgicos desenvolvidos a partir de modelos experimentais com
animais, que avaliam os niveis de seguranca da exposi¢cao aos produtos quimicos
para a saude humana e ao meio ambiente, sdo de extrema importancia. Assim, no
desenvolvimento de um medicamento com extratos vegetais faz-se necessaria a
realizacdo de uma série de estudos in vivo, a fim de avaliar e comprovar a auséncia
de toxicidade (SIMOES et al., 2010). No Brasil, os estudos toxicolégicos in vivo sdo
estabelecidos pela Anvisa e sao realizados apos tratamento agudo e crénico (BRASIL,
2014a).

Porém, como ja citado, nos estudos toxicolégicos também ha uma grande
pressdao dos Orgdos reguladores para que os testes sejam realizados in vitro,
utiizando um numero cada vez menor de animais (NUFFIELD COUNCIL ON
BIOETHICS, 2005). Até mesmo o Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA) instituiu a Resolu¢cdo Normativa 18/2014, que reconhece o0s
métodos alternativos em substituicdo ao uso de animais. Sendo esses métodos
posteriormente reconhecidos pela Anvisa (RDC 35/2015). Por meio dessas
legislacdes foram reconhecidos 17 métodos alternativos — entre eles o de toxicidade
aguda — que deverao substituir os métodos originais (BRASIL, 2014b; BRASIL, 2015).
Também, em 2016, o CONCEA reconheceu mais sete métodos alternativos ao uso
de animais (BRASIL, 2016).

Nesta direcdo, estdo sendo estabelecidos varios testes que determinam a
citoxicidade dos produtos in vitro, utilizando cultura de células. De acordo com o
Organizagdo Internacional de Padronizagdo (International Organization for
Standardization - 1SO), por meio destes testes € possivel observar efeitos dos
produtos sobre o crescimento, a reproducdo e a morfologia das células que estéao
sendo avaliadas (SRIVASTAVA et al., 2018; LI; ZHOU; XU, 2015). Sendo os efeitos
toxicologicos observados pela manifestacdo de pequenas alteragbes celulares ou
grandes altera¢cdes que podem promover a morte celular.

Os testes de citotoxicidade possibilitam a analise de importantes parametros.

Um desses parametros é o da viabilidade celular, que se caracteriza por porcentagem
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de células vivas do material testado em relacéo a porcentagem de células do controle
(ROGERO et al., 2003). Segundo a ISO 10993, um produto testado € considerado
citotoxico quando a viabilidade da cultura de células diminui para <70% em
comparacao ao grupo que foi estabelecido como 100% de viabilidade (SRIVASTAVA
et al., 2018). Outro possivel parametro de ser analisado é o da IC50, que corresponde
a concentracao inibitéria para 50% das células testadas. A partir do valor da IC50 é
possivel estimar a dose inicial a ser empregada em testes de toxicidade oral aguda
realizados em animais de laboratérios. A realizacdo desse teste também permite
determinar a LD50, que corresponde a dose oral que provoca a morte de 50% dos
animais testados (VALADARES, 2006).

Nos estudos que avaliam a citotoxicidade, os testes de exclusdo de azul de
Trypan, do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]) e do
corante vermelho neutro s&o largamente empregados (BADERNA; CALONI,
BENFENATI, 2019). O teste de exclusédo do azul de Trypan é um teste cujas células
sao avaliadas por microscopia que avalia o efeito das substancias sobre a integridade
da membrana celular. As células que sofreram lise celular se tornam permeéaveis ao
corante e sdo contadas em camara de Neubauer, em microscopio Optico. Assim, as
células coradas em azul sdo consideradas inviaveis e as células ndo permeaveis ao
corante sao consideradas como viaveis (MARCHISSIO et al., 2012).

O teste do MTT baseia-se na reducdo do sal de tetrazélio [3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (coloracdo amarela) a cristais
de formazan (coloragéo roxa) pela acao de enzimas mitocondriais. Assim, esta reacéo
€ possivel apenas em células vivas e que estejam com atividade mitocondrial ativa.
Este é um teste colorimétrico rapido, muito utilizado em laboratérios de pesquisa,
versétil e pode ser realizado em varios tipos de células de mamiferos (MOSMANN,
1983).

A incorporacgao do corante vermelho neutro (hidrocloreto de 3-amino-7-dimetil-
amino-2-metil-fenazina) aos lisossomos também é usada para avaliar a citotoxicidade
celular. O vermelho neutro é um corante catiénico fraco que atravessa as membranas
celulares e se acumula dentro dos lisossomos por intermédio de ligacdes
eletrostaticas com componentes anionicos. Esta reacdo ocorre somente em células

vivas onde o pH dos lisossomos € menor que o do citoplasméatico. Em células mortas
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o corante ndo consegue entrar (BORENFREUND; PUERNER, 1985; CUDAZZO et al.,
2019).
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivos gerais

Este trabalho realizou estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos in vitro de um
extrato obtido do suco da Agave sisalana — sisal - que ja foi anteriormente avaliado in
vivo, a fim de complementar os resultados ja obtidos. Em uma segunda etapa, com o
intuito de estabelecer uma relacdo entre a composicdo quimica e a atividade
farmacoldgica do extrato, foi determinada a concentracdo das saponinas no extrato,

bem como identificada a presenca de sapogeninas.

1.6.2 Objetivos especificos

1. Preparo de um extrato vegetal obtido a partir do residuo da Agave sisalana
(FAEHA);

2. Cultivo celular de macroéfagos e PBMC,;
3. Avaliacédo do perfil toxicolégico do (FAEHA) in vitro;
4. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do (FAEHA) in vitro;

5. Determinacdo da concentracdo de saponinas e deteccdo das sapogeninas no
FAEHA.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi realizado no Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica em
Bioprodutos (Fitotec), em parceria com o Prof. Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes,
responsavel pelo Laboratorio de Genética e Terapia Celular (Gente Cel). Ambos os
laboratérios pertencem ao Departamento de Biotecnologia da FCL/Unesp, campus de
Assis. Também, para a deteccao das sapogeninas foi estabelecida uma parceria com
a Divisdo de Quimica de Produtos Naturais do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas

Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp (Campinas, SP).

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss, com 50 dias de
idade. Os animais permaneceram alojados no Biotério da FCL/Unesp, campus de
Assis, sendo mantidos em condi¢cdes-padrdo de temperatura (22°C + 2°C) e
luminosidade (12h ciclo claro/escuro). Os recursos alimentar e hidrico foram
fornecidos ad libitum. O manejo dos animais obedeceu aos “Principios Eticos na
Experimentacdo Animal” definidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratorio (SBCAL). Os procedimentos experimentais somente ocorreram apos
apreciacdo e aprovacgéo do projeto pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da FCL/Unesp, campus de Assis — Processo n° 002/2018.

2.2 Material de origem vegetal

O suco bruto de sisal foi obtido por meio da prensagem e filtracdo da mucilagem
resultante do desfibramento de suas folhas. A mucilagem foi fornecida pelos
produtores rurais do municipio de Valente, Bahia, Brasil. O processo de obtencéo do
suco foi realizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica em Bioprodutos
(Fitotec) do Departamento de Biotecnologia da FCL/Unesp, campus de Assis.

2.3 Preparacao do extrato do sisal (FAEHA)

Para obtencdo do FAEHA, foi utilizado o protocolo de Peana et al., 1997 com

modificagcdes. O suco natural do sisal foi inicialmente submetido ao &cido sulfurico
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(Dindmica, Indaiatuba, SP, Brasil) até obtencdo do pH 0,4-0,8 e aquecido a alta
temperatura (120°C) por 150 minutos. Posteriormente, a solucdo resultante foi
centrifugada e o precipitado obtido foi seco em estufa a 50°C (SL-100/81, Solab,
Piracicaba, SP, Brasil).

Em uma etapa seguinte, 10 gramas do precipitado foram dissolvidos em
100 mL de etanol hidratado a 95% (Anidrol, Diadema, SP, Brasil). A solucéo foi agitada
por 30 minutos, filtrada e submetida a rotoevaporacéao (Fisatom, modelo 803, S&o Paulo,
SP, Brasil) para retirada do etanol 95%. O extrato obtido foi seco em estufa (SL — 100/81,
Solab, Piracicaba, SP, Brasil) a 37°C por cerca de 7 dias até obtencdo de peso
constante. O FAEHA foi dissolvido em solugéo fisiologica.

2.4 Obtencao de células mononucleares do sangue total humano (Peripheral
Blood Mononuclear Cells - PBMC)

A obtencédo das PBMC se deu por meio do sangue total que foi fornecido pelo
Laboratério de Analises Clinicas Bioandlise, da cidade de Candido Mota (SP). Este
laboratério participa em programas de qualidade como o Programa Nacional de
Controle de Qualidade (PNCQ) da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC).
As amostras que foram doadas correspondiam as sobras de sangue humano total que
seriam descartadas apOs a realizacdo das analises pelo Laboratorio de Andlises
Clinicas. Foram selecionados materiais de 12 pacientes higidos, de ambos 0s sexos,
entre 25 e 35 anos que nao faziam uso de anti-inflamatorios e substancias toxicas. Os
pacientes foram informados sobre o reaproveitamento do sangue e autorizaram 0 UsO
por meio de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A realizacao
dos testes com sangue humano ocorreu apds apreciacéo e aprovacao do projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual Paulista (FCL/Unesp),
campus de Assis, sob o numero de registro CAAE: 14382719.4.0000.5401.

Para a extragdao de PBMC, foi utilizada a metodologia de separacdo em
gradiente descontinuo de densidade e o reagente Histopaque® 1077 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). O sangue total de humanos foi armazenado em tubos de EDTA
(Labor Import, Osasco, SP, Brasil) e transferido cuidadosamente para um tubo Falcon
contendo Histopaque 1077. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 400g por 30

minutos, para que ocorresse a separacao das fragbes por diferenca de densidade. A
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névoa que se formou entre o Histopaque e o plasma foi coletada e lavada com PBS
para a obtencdo de PBMC. (QABAHA et al., 2016).

A partir da PBMC, foram confeccionadas trés laminas. O material foi fixado com
metanol e corado com o emprego da coloracdo de Wright (Impex, Varginha, MG,
Brasil). ApGs a coloracao, as laminas foram montadas utilizando-se Entellan (Merck,
Darmstadt, Alemanha) para visualizagcdo no microscopio optico binocular (Olympus,

Téquio, Japao).

2.5 Testes de toxicidade in vitro

Os testes de toxicidade foram realizados com as PBMC obtidas do sangue total
humano, em sua maioria triplicata, exceto o teste de exclusdo do Azul de Trypan
(quintuplicata), todos em uma Unica ocasidao. As PBMC sdo amplamente utilizadas em
estudos que avaliam os efeitos toxicos de novos compostos quimicos,
medicamentosos e imunoterapicos (ST PIERRE et al., 2017; POURAHMAD; SALIMI,
2015).

Os grupos utilizados nos testes toxicoldgicos estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo dos grupos para os testes toxicologicos de Teste do MTT (tempo
24, 48 e 72 horas), Teste de exclusdo do azul de Trypan (24 horas) e Ensaio de

incorporacgao do vermelho neutro (24 horas)

Grupos Tratamentos — Concentracdo final

Solucéo fisioldgica - Cloreto de s6dio 0,9% (LBS,
Laborasa, Sao Paulo, SP, Brasil

Tween 80 (Impex, Varginha, MG, Brasil) a 0,01%
diluido em solugéo fisioldgica

Controle Negativo

Controle Positivo

FAEHA em meio de cultura 0,5 mg/mL
FAEHA em meio de cultura 1,0 mg/mL
FAEHA em meio de cultura 2,0 mg/mL

Fonte: A autora (2020).

2.5.1 Teste do MTT [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Mosmann
(1983), com algumas modifica¢des (TSUBOY et al., 2010). As PBMC na concentragéao



25

de 2,0 x 108 células/mL foram diluidas em meio RPMI 1640 (LGC, Osasco, SP, Brasil)
contendo 10% de soro fetal bovino (LGC, Osasco, SP, Brasil) e 1% Penicilina-
Anfotericina (LGC, Osasco, SP, Brasil) e Gentamicina (LGC, Osasco, SP, Brasil). As
células submetidas aos diferentes tratamentos foram semeadas em uma placa de 96
pocos e incubadas para os respectivos tratamentos (Tabela 1) a 37°C a 5% de CO:
(Panasonic, modelo MCO-19AIC-PA, EUA). Ap6s o término dos trés diferentes
tempos de tratamento, o meio foi retirado e foi adicionada uma solu¢do de MTT (5
mg/mL(p/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em todos os poc¢os. Em seguida, a
placa foi incubada por 4h a 37°C, 5% CO.2. Apés este periodo, o MTT foi descartado
e foi adicionado DMSO (LGC, Osasco, SP, Brasil) em todos 0s pocos para
solubilizagéo dos cristais de formazan. Na sequéncia, foi realizada a leitura da
absorbancia em leitor de Elisa Multiskan FC Thermoscientific® a 560nm. As amostras
foram realizadas em triplicata.

O calculo da viabilidade celular foi realizado segundo a férmula:

VC = (Abs A / Abs CN) * 100

Onde: VC = Viabilidade celular (%)
Abs A = absorbancia da amostra
Abs CN = absorbéncia do controle negativo

2.5.2 Teste de excluséao do azul de Trypan

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Phillips (1973),
com modificagbes. As PBMC foram diluidas na densidade celular de 1 x 10
células/mL em meio DMEM high glucose (LGC, Osasco, SP, Brasil), 10% de soro fetal
bovino, 1% de Penicilina-Estreptomicina, 1% de Anfotericina. Células e extratos foram
distribuidos em placa de 96 pocos e incubados a 37°C em estufa 5% de CO2 por 24
horas. Apds esse tempo, uma aliquota da suspensao de células foi retirada, diluida
em azul de Trypan 0,04% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e contada em camara
de Neubauer. As células viaveis apresentaram aspecto translucido e as células mortas,
uma coloragéo arroxeada. A densidade de células viaveis (células/mL) foi expressa
como a Média + EPM (Erro Padrdo Médio). A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem, em razao do tempo (24h). O experimento foi realizado em quintuplicata.

O caélculo da viabilidade celular foi realizado segundo a férmula:
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VC (%) = NCV / NTC * 100

Onde: VC = Viabilidade celular (%)
NCV = Numero de células viaveis (ndo coradas) nos quatro quadrantes
NTC = Numero total de células (coradas e ndo coradas) nos quatro quadrantes

2.5.3 Ensaio de incorporagéo do vermelho neutro

Este teste foi realizado conforme método descrito por Borenfreund com
modificagdes (BORENFREUND; PUERNER, 1985). As PBMC isoladas do sangue
total foram cultivadas no meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal
bovino e uma associagao de antibidticos contendo Penicilina 1% e Estreptomicina 1%
e Gentamicina 50 ug/mL, e antifungico Anfotericina 1%. As PBMC foram diluidas na
concentragéo 2,0 x 10° células/mL e incubadas com os tratamentos por 24 horas a
37°C sob 5% de COo..

ApOs este periodo de incubagao, o meio contendo o extrato foi removido e o
poco foi lavado com PBS (LGC, Brasil). O corante vital vermelho neutro (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi entdo adicionado a cultura e a placa foi incubada por
mais 3 horas. Imediatamente apds a incubacgao, o cristal formado foi solubilizado com
solugado aquosa de 50% de etanol e 1% de acido acético. A leitura da absorbancia foi
realizada em leitor de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Multiskan FC
Thermoscientific® a 540nm.

O calculo da viabilidade celular foi realizado segundo a formula:

VC = (Abs A / Abs CN) * 100

Onde: VC = Viabilidade celular (%)
Abs A = absorbancia da amostra
Abs CN = absorbéancia do controle negativo

2.6 Ensaios da atividade anti-inflamatoria in vitro

Esses testes foram realizados com macrofagos obtidos do peritbnio de
camundongos. Os grupos utilizados para os testes anti-inflamatorios estdo descritos

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Descricdo dos grupos para os testes anti-inflamatoérios Teste da fagocitose,

Retencédo de lisossomos e Espraiamento de macrofagos

Grupos Tratamentos — concentracdes finais

Solugéo fisioldgica - Cloreto de s6dio 0,9% (LBS,

Controle Negativo Laborasa, Sao Paulo, SP, Brasil

Cetoprofeno (Medley, Campinas, SP, Brasil) -

Controle Positivo diluido em solucao fisiolégica a 1,0 mg/mL

FAEHA em meio de cultura 0,5 mg/mL
FAEHA em meio de cultura 1,0 mg/mL
FAEHA em meio de cultura 2.0 mg/mL

Fonte: A autora (2020).

2.6.1 Obtencédo de macréfagos de camundongos

As células obtidas nestes ensaios foram retiradas camundongos fémeas Swiss.
Para obtencédo deste fluido foi utilizado o protocolo modificado do trabalho de Aradjo-
Jorge e De Souza (1986 apud BARBOSA; PEREIRA; MEIRELLES, 2000).

Os animais foram eutanasiados em camara de COz2, os pelos foram removidos e
a regiao abdominal foi limpa com alcool 70% e Povidine (PVPI) (Rioquimica, Sdo José
do Rio Preto, SP, Brasil). O abdémen foi aberto com instrumentos cirdrgicos, o peritdnio
foi exposto, conforme Figura 1. Foi injetado PBS gelado (LGC, Osasco, SP, Brasil) e 0
lavado do liquido peritoneal foi retirado. Foram feitos esfregacos em lamina em triplicata.
ApOs essas etapas, o liquido de lavado peritoneal foi centrifugado.
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Figura 1 - Obtencéo de liquido de lavado peritoneal de camundongos em alguns
momentos: (A) extracdo do lavado de liquido peritoneal com pipeta Pasteur, (B)
centrifugacdo do lavado do liquido peritoneal, (C) lavado do liquido peritoneal

apos a centrifugagéo

A

Fonte: A autora (2020).

Apbs a confeccdo de esfregacos do lavado do liquido peritoneal, as laminas
foram coradas pelo método de Wright (Impex, Varginha, MG, Brasil). As laminas foram
lidas em microscopio Optico (Olympus, Toquio, Japédo). Foi realizada a identificacéo

morfolégica e contagem diferencial das células.
2.6.2 Selecdo dos macréfagos
A selecao dos macroéfagos foi realizada por adesao, processo que permite obter

culturas em monocamada de células aderentes. As células contidas no lavado

peritoneal foram contadas na Camara de Neubauer. As células foram diluidas em
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meio DMEM high glucose, 10% soro fetal bovino, 1% de Penicilina - Estreptomicina e
1% Anfotericina, de forma a atingir a concentracéo desejada de 2,0 x 10° células/mL
(PIEMONTE; BUCHI, 2002).

2.6.3 Teste da fagocitose em cultura de macréfagos

O teste foi realizado em cultura de macrofagos conforme o método descrito por
Pipe, Coles e Farley (1995). Foram depositados 100 uL de células, com concentracdo
2,0x108 células/mL em placa de ELISA e foram adicionados 10 pL de cada tratamento
incubado por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 10 L de solu¢éo de zimosan
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (2,3 x 108 particulas/mL), corado com vermelho
neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e incubado por mais 30 minutos. O
vermelho neutro no interior dos macréfagos foi solubilizado utilizando 100 pL de solucéo
de extracdo. Apos 30 minutos, foi realizada a leitura das placas, a 550 nm utilizando
leitora de ELISA Multiskan FC Thermoscientific®. Este teste foi realizado em triplicata.

A taxa de inibicdo da fagocitose foi calculada por meio da férmula:

% inibicdo da fagocitose= (Média Abs CN - Média Abs A / Média Abs CN) * 100

Onde: Média Abs CN = média da absorbancia do controle negativo
Média Abs A = média da absorbancia da amostra

2.6.4 Retencao de lisossomos

A retencao foi realizada em cultura de macroéfagos, de acordo com o método
descrito por Pipe, Coles e Farley (1995). Em 100 pL da solucdo peritoneal contendo
2x108 células de macréfagos/mL foram adicionados 10 pL de solucéo de zimosan (2,3
x 108 particulas/mL) e incubados por 30 minutos. Em sequida, as células foram
tratadas com os extratos e controles por 30 minutos. Na sequéncia, foram adicionados
20 pL de solucéo de vermelho neutro. Apés a centrifugacao, as células lavadas com
solucéo de PBS uma unica vez e posteriormente, foi adicionado solucdo de extracéo
para solubilizar o vermelho neutro que estava dentro dos lisossomos e por fim, foi
realizada a leitura em ELISA no comprimento de onda de 490nm. Este teste foi

realizado em triplicata. Foi calculada a taxa de inibicdo por meio da formula:
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% inibicdo da retencéo de lisossomos= (Média Abs CN - Média Abs A / Média Abs
CN) * 100

Onde: Média Abs CN = média da absorbancia do controle negativo
Média Abs A = média da absorbancia da amostra

2.6.5 Espraiamento de macrofagos

Para o espraiamento de macréfagos foi usado o método descrito por Sampaio et
al. (2001), com modificacdes. Aliquotas de 100 uL de cada suspenséao celular do lavado
peritoneal a 5,0 x 10° células/mL, cultivada em meio DMEM high glucose, 10% de soro
fetal bovino e 1% de Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina foram distribuidas sobre
laminas de vidro e deixadas em repouso por 15 minutos a 25°C. A seguir, as laminas
foram lavadas com solucéo salina estéril para a remocéo das células ndo aderidas e,
entdo incubadas durante 1 hora a temperatura de 37°C em uma solucéo contendo 100
pL do meio DMEM high glucose e 10 yL dos diferentes tratamentos. Apds a incubagéo,
as laminas foram lavadas em solucéo salina estéril e as células aderidas foram fixadas
com solucgéo de Glutaraldeido a 2,5% (Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil) por 5 minutos.
Ap6s a fixacdo, as laminas foram coradas pela Hematoxilina-Eosina (Labsynth,
Diadema, SP, Brasil). Os macréfagos foram fixados novamente com Entellan para o
processo de montagem da lamina permanente. Uma vez prontas, as laminas foram
lidas em microscopio O6ptico em aumento de 400x, realizando uma contagem total de
100 células e determinados o numero e a porcentagem de inibicdo dos macrofagos
espraiados (SAMPAIO et al., 2001).

Para calcular a porcentagem de inibicdo do espraiamento foi realizado o

seguinte calculo:
%EC — %ET

% inibicao do espraiamento = T EC X 100%
0

Sendo: % ET = porcentagem de espraiamento do grupo tratado.
% EC =porcentagem de espraiamento do grupo controle (PERES; CURI, 2005).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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2.7 Determinacéao das concentracfes de saponinas e sapogeninas

A fim de se avaliar a relag@o dos efeitos anti-inflamatdrios do extrato com a
presenca de saponinas, este metabodlito foi avaliado mediante analise
espectrofotométrica, de acordo com as recomendacdes da literatura (VIGO; NARITA,;
MARQUES, 2003).

A andlise foi realizada em espectrofotdbmetro UV-Vis. Uma aliquota de 1 mL do
extrato foi adicionada em 1 mL do reagente cromogénico cloreto de cobalto 0,2%
(Dindmica, Indaiatuba, SP, Brasil) e 1 ml de acido sulfurico concentrado. A leitura da
solucéo ocorreu em 284 nM apos 20 minutos do inicio da reacdo para verificacao das
absorbéancias. Como padréo positivo foi empregada a saponina padrdao (Merck,
Darmstadt, Alemanha) solubilizada em agua na concentracédo de 0,3 mg/ml.

A deteccdo das sapogeninas presentes no extrato foi realizada por
espectrometria de massas com alta resolucdo (HRESI-MS). Este procedimento foi
realizado em parceria com a pesquisadora Elaine C. Cabral da Divisao de Quimica de
Produtos Naturais (CPQBA / Unicamp).

Nesta analise, o extrato (aproximadamente 10 mg) foi dissolvido em 1 mL de
metanol (Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil) e 10 pL desta solucéo foi diluida em 990
pL de uma mistura de Metanol/H20 (1:1) com 0,1 % de acido formico (99%) (Dinamica,
Indaiatuba, SP, Brasil). A solugdo da amostra foi injetada por insercao direta via
bomba seringa no espectrometro de massas de configuracédo ESI-Obitrap (Q Exactive,
Thermo Scientific, Alemanha). O tempo total para aquisicdo de cada espectro foi
fixado em 1 minuto. Os espectros ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram
adquiridos no modo positivo de ionizacao; os espectros defull scan foram adquiridos
na faixa de m/z 150 a 1800 e os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos em m/z
50 até um valor pouco acima do ion em estudo e com energia de colisdo de 10 - 40
ev.

As condic¢des gerais de operacdo do espectrometro foram: voltagem do spray
de 3500 V, temperatura do capilar de 320 C, pressao do sheat gas de 10 psi e nivel
de RF da S-Lens de 50 V.

Os espectros foram tratados com o software Xcalibur 2.1.0 (Thermo Scientific,

Alemanha), especifico do espectrémetro de massas.
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2.8 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por média + EPM (Erro Padrdo Médio). As
andlises estatisticas foram realizadas por intermédio do software BioEstat 5.0
(Instituto Mamiraud, Tefe, AM, Brasil). Em todos os testes o nivel de significancia foi
de 5%.

Para todos os testes (ensaio de incorporacdo do vermelho neutro, teste da
fagocitose, retencdo de lisossomos e espraiamento de macréfagos), os dados foram
submetidos a ANOVA one-way, tendo como fator independente o tratamento, exceto
para o teste do MTT, cujos dados foram submetidos a ANOVA two-way, tendo como
fatores independentes o tratamento e o tempo. Quando apropriado, foram realizadas
teste post-hoc de Tukey

No teste de exclusdo do azul de Trypan, como a normalidade n&o foi confirmada
pelo teste de Shapiro-Wilk, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Student-Newman-Keuls.



33

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Brasil € o maior produtor e exportador de sisal do mundo, entretanto, o cultivo
de sisal passa por um periodo de declinio e desvalorizacdo, em razao da concorréncia
com as fibras sintéticas, que sdo mais baratas, e o baixo indice de aproveitamento da
planta. Isto porque, como ja mencionado, a fibra dura corresponde somente de 3 a
5% do peso da folha do sisal, sendo o restante descartado como mucilagem durante
0 processo de desfibramento (YISHUO et al., 2018; ARALDI et al., 2018).

Desta forma, a realizacdo de estudos cientificos com a mucilagem descartada
do sisal e o desenvolvimento de produtos de interesse para a industria farmacéutica
podem promover uma mudanca de projecdo com a reiteracdo do valor social e
econdmico desta planta. Ao agregar valor ao residuo do sisal, por meio do comércio
de produtos desenvolvidos com este material, poderia ser viabilizada uma melhoria
da condicdo econdémica e social das familias que vivem na regido sisaleira do Brasil,
uma das mais pobres do pais, onde os pequenos produtores rurais dificilmente
alcancam uma renda mensal de um salario minimo (CARDOSO, 2019).

Nesta direcdo, considerando que para a aprovagao de um medicamento no
Brasil é necessaria a realizagdo de uma série de testes in vivo e in vitro, que
comprovam sua eficacia e seguranca (SIMOES et al., 2010), este estudo visa
complementar, por meio de métodos realizados in vitro, alguns resultados
anteriormente obtidos in vivo com o extrato desenvolvido pelo residuo do sisal.

Os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados seguindo a ordem

cronoldgica de sua execugao.

3.1 Obtencao de células mononucleares do sangue total humano (Peripheral
Blood Mononuclear Cells - PBMC)

Na realizagdo dos testes toxicolégicos in vitro foram utilizadas células
mononucleares de sangue total humano pelo fato de serem largamente empregadas
nos testes toxicolégicos de novos medicamentos (ST PIERRE et al, 2017;
POURAHMAD; SALIMI, 2015). Estudos tém demonstrado que os medicamentos que
comprometem a viabilidade das PBMC podem eventualmente causar efeitos
colaterais sérios e fatais ao organismo (POURAHMAD; SALIMI, 2015).
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A Figura 2 mostra as PBMC (linfécitos e mondcitos) que foram obtidas apds o
processo de separacao do sangue humano. A visualizacdo dessas células se deu em
microscopio 6ptico binocular. No processo de coloragéo foi utilizado o método de
Wright.

Figura 2 - Células PBMC obtidas do sangue humano —
em lamina - coloragéo de Wright — aumento de
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Fonte: A autora (2020).

3.2 Determinacéao de toxicidade in vitro

O estudo da toxicidade in vitro tem sido usado para definir o efeito toxico de
inUmeras substancias, bem como permitir a identificacdo dos provaveis danos
promovidos nas células (EISEMBRAND et al., 2002). Além disso, esses ensaios
permitem estimar a dose inicial a ser usada em testes de toxicidade in vivo
(VALADARES, 2006). Desta forma, a viabilidade celular das PBMC foi avaliada ap6s
o tratamento com o FAEHA, por trés meétodos ja estabelecidos no meio cientifico. As
metodologias testadas foram: teste do MTT [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]; teste de exclusdo do azul de Trypan; e ensaio de

incorporagao do corante vermelho neutro.
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3.2.1 Resultados obtidos no teste do MTT [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide]

O teste de citotoxicidade in vitro pelo MTT foi realizado para avaliar se o FAEHA
poderia interferir nas estruturas mitocondriais e, consequentemente, na viabilidade
celular das PBMC. Neste teste, a reacdo para a formacéo do cristal de formazan so6
ocorre em células viaveis, com atividade mitocondrial preservada.
O grupo controle negativo foi convencionado como 100% de viabilidade celular em 24
horas, 48 horas e 72 horas apo6s incubacéo.

O teste da ANOVA two-way mostrou efeito significativo dos tratamentos (F =
52,2723, p <0,0001), o que né&o ocorreu com o tempo (F = 1,2741, p = 0,2908).

O teste post-hoc de Tukey mostrou que apds 24 horas de incubacéo, o FAEHA
na concentracdo 2,0 mg/mL reduziu de forma significativa a viabilidade celular das
PBMC para 70,17% + 0,70, quando comparados ao controle negativo (p<0,05). As
concentracbes 0,5 e 1,0 mg/mL apresentaram viabilidade celular acima de 100%
(146,50% + 0,03 e 116,83% = 2,90, respectivamente), mas somente a concentracao
0,5 mg/mL aumentou de forma significativa (p<0,05) a viabilidade celular das PBMC
guando comparada ao controle negativo (Tabela 3).

No tempo de 48 horas apds a incubacao das células com os tratamentos, o
teste post-hoc de Tukey mostrou que a concentracdo 2,0 mg/mL causou diminuicédo
significativa (p<0,05) da viabilidade celular (89,00% * 0,44). Obtiveram valores de
viabilidade celular maiores que 100% as concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/mL (114,62%
+ 2,44 e 101,27% + 4,00, respectivamente). Neste tempo, novamente, somente a
concentracdo 0,5 mg/mL aumentou de forma significativa (p<0,05) a viabilidade
celular das PBMC quando comparada ao controle negativo (Tabela 3).

Em 72 horas, o teste post-hoc de Tukey demonstrou que o FAEHA na
concentracdo 2,0 mg/mL n&o diminuiu de forma significativa (p<0,05) a taxa da
viabilidade celular das PBMC (92,62% + 3,48). As concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/mL
obtiveram viabilidade celular acima de 100%, 123,47% * 2,56 e 119,45% * 2,81,
respectivamente. De forma similar aos outros tempos analisados, somente a
concentracdo 0,5 mg/mL aumentou de forma significativa (p<0,05) a viabilidade
celular das PBMC quando comparada ao controle negativo (Tabela 3).

O grupo controle positivo, Tween 80, reduziu de forma significativa (p<0,05) a

viabilidade celular das PBMC em todos os tempos analisados (Tabela 3).



36

Tabela 3 - Média (%) £ EPM do valor da taxa de viabilidade celular das PBMC no
teste do MTT para os diferentes grupos de tratamento. Onde: CN -
Controle Negativo — solucéo fisiolégica, CP - Controle Positivo - Tween
80 0,01% diluido em solucéao fisiolégica e FAEHA nas concentracdes de
0,5,1,0 e 2,0 mg/mL.

Grupos 24 horas 48 horas 72 horas
CN 100,00 =0 100,00 =0 100,00 =0
CP 46.91 + 4.62* 43.24 £ 1.90* 74.87 £ 5.55*
0,5 mg/mL 146.50 + 0.03* 114.62 + 2.44* 123.47 + 2.56*
1,0 mg/mL 116.83 + 2.90 101.27 + 4.00 119.45+2.81
2,0 mg/mL 70.17 + 0.70* 89.00 + 0.44* 92.62 + 3.48*

* Valores significativos para p < 0,05. — ANOVA two-way seguido do teste post-hoc de Tukey
Fonte: A autora (2020).

Resumindo, o FAEHA 0,5 mg/mL aumentou a sua taxa de viabilidade celular
em todos os tempos analisados. O FAEHA 1,0 mg/mL n&o interferiu taxa de viabilidade
celular em todos os tempos analisados. O FAEHA 2,0 mg/mL reduziu a viabilidade

celular em todos os tempos analisados.
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Figura 3 - Média £ EPM do valor da taxa de viabilidade celular das PBMC no teste do
MTT para os diferentes grupos de tratamento. Onde: CN — Controle
Negativo, CP — Controle Positivo e o FAEHA nas concentracdes de 0,5,
1,0 e 2,0 mg/mL. ANOVA two-way seguida do teste post-hoc de Tukey.
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* Valores significativos para p< 0,05.
Fonte: A autora (2020).

3.2.2 Resultados obtidos no teste de exclusdo do azul de Trypan

O teste de exclusédo do azul de Trypan teve como objetivo avaliar se o FAEHA
poderia interferir na permeabilidade celular das PBMC no tempo de 24 horas, visto
gue, neste tempo, no teste do MTT, os grupos controle positivo, 0,05 mg/mL e 2,0
mg/mL diferiram significativamente do controle negativo e mostraram um perfil bem
claro da influéncia dos tratamentos sobre a viabilidade celular. O controle negativo foi
padronizado como tendo viabilidade celular de 100%.

Neste teste, as células viaveis apresentaram a membrana celular preservada e
nao se coraram de azul (Figura 4 A), ao passo que as células ndo viaveis tiveram a
membrana celular rompida e se coraram de azul (Figura 4 B).
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Figura 4 - Células viaveis que ndo foram coradas com azul de Trypan (A) e
células nao viaveis que se coraram com azul de Trypan (B). A visualizacdo dessas
células se deu em microscoépio Optico binocular, a contagem foi realizada na camara

de Neubauer — aumento 400x.

-

Fonte: A autora (2020).

A distribuicdo de normalidade foi avaliada através do teste Shapiro-Wilk. Como
os dados ndo apresentaram normalidade, testes ndo paramétricos, Kruskal-Wallis
seguido pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls foram utilizados para realizar
a analise estatistica. O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Student-
Newman-Keuls indicou que ndo houve diferenca significativa na viabilidade celular das
PBMC tratadas com o FAEHA 0,5 e 1,0 mg/mL, quando comparados ao controle
negativo (p>0,05), apos 24 horas de incubacdo. Esses resultados indicam que estas
concentragbes nédo interferiram na taxa de viabilidade celular. Por outro lado, o
controle positivo Tween 80 e o FAEHA 2,0 mg/mL reduziram significativamente
(p<0,05) a taxa de viabilidade celular (Figura 5), quando comparados ao controle
negativo. Considerando que os valores de viabilidade celular das concentracdes de
0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL (90,78%
+ 2,86, 90,88% + 1,25, 85,54 + 2,19, valores de média + EPM), respectivamente) e
nao apresentou viabilidade celular menor que 70%, o FAEHA nado é considerado

toxico.
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Figura 5 - Média £ EPM do valor da taxa de viabilidade celular das PBMC no
teste de excluséo do Azul de Trypan, para os diferentes grupos de
tratamento. Onde: CN — Controle Negativo, CP — Controle Positivo
e 0 FAEHA nas concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. Teste de
Kruskal-Wallis, seguida do teste post-hoc de Student-Newman-
Keuls, comparado ao CN solucao fisioldgica
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* Valores significativos para p<0,05.
Fonte: A autora (2020).

3.2.3 Resultados obtidos no ensaio de incorporagéo do vermelho neutro

O ensaio de incorporacédo do vermelho neutro tem a finalidade de avaliar se o
FAEHA poderia interferir na viabilidade celular das PBMC. Isto porque, por ligacdes
eletrostaticas entre o corante vermelho neutro e os componentes da membrana celular
de lisossomos, o corante fica retido no interior desta organela em células viaveis, o
que garante a cor vermelha. Em células inviaveis, esta interagdo ndo acontece.

Neste teste, em todas as concentra¢gbes de FAEHA analisadas — 0,5,1,0e 2,0
mg/mL — os valores de viabilidade celular foram acima de 100%, ap0s 24 horas de
incubacéo, cujos valores obtidos foram 123,95% + 1,92, 109,30% + 3,48 e 101,29% +
2,00, respectivamente.

A andlise de ANOVA one-way, seguida de teste post-hoc de Tukey demonstrou

que o FAEHA, 1,0 e 2,0 mg/mL, ndo apresentou diferencas significativas em relacao
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ao controle negativo, ou seja, nestas concentracdes o extrato ndo afetou a viabilidade
celular (p>0,05). Por outro lado, o controle positivo, Tween 80, reduziu de forma
significativa a viabilidade celular (p<0,05), e o FAEHA 0,5 mg/mL promoveu um efeito
contrario, aumentando-a significativamente, sempre em relagédo ao controle negativo
(Figura 6).

Figura 6- Média + EPM do valor da taxa de viabilidade celular das PBMC no
ensaio de incorporacdo do vermelho neutro para os diferentes
grupos de tratamento. Onde: CN — Controle Negativo, CP — Controle
Positivo e o FAEHA nas concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL.
ANOVA one-way seguida do teste post-hoc de Tukey.
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* Valores significativos para p<0,05.
Fonte: A autora (2020).

Considerando que a ISO 10993 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2009) estabelece que um extrato € considerado citotoxico
quando promove uma reducao de viabilidade celular maior que 30%, uma comparacao
foi realizada no tempo de 24 horas entre os trés métodos usados para avaliar a
citotoxicidade sobre as células PBMC (Figura 7). Em complemento,
€ possivel constatar que nos trés testes o FAEHA, nas concentracdes de 0,5, 1,0 e
2,0 mg/mL, ndo promoveu 50% de inibicdo da viabilidade celular, consequentemente,
nao foi possivel determinar neste estudo a concentracao inibitéria mediana (IC50)
deste extrato.
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Figura 7 - Viabilidade celular em populacdo de PBMC ap0s tratamento de 24 horas
com o FAEHA nas concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL, determinado por
teste de MTT (A), teste de exclusédo do Trypan (B), ensaio de incorporacao de
vermelho neutro (C).

Viabilidade Celular - MTT - 24 horas A
160.00
140.00
120.00
]
=S 10000
8
g 0® FAEHA
= 60.00
o0 - - - - - - =" - T TS0
=
2000
0.00
0.5 mg/mL 1.0 mg/mL 2.0 mgfmL
Concentracdo
Viabilidade Celular - Trypan - 24 horas
100.00
90.00 —_— .
= 80.00 FAEHA
5 7000
=]
3 o
% 5000 = == e e mm e e mm mm o o2 o om IC 50
2 a0
Z 3000
o
S 2000
10.00
0.00
0.5 mg/mL 1.0 mg/mL 2.0 mgfmL

Concentragdo

Viabilidade Celular - Vermelho-neutro - 24 horas

140.00

120.00 \\.

100.00 FAEHA
80.00

60.00

40.00

Viabilidade Celular (%)

20.00

0.00
0.5 mgfmL 1.0 mg/mL 2.0 mgfmL

Concentracdo

Fonte: A autora (2020).

3.2.4 Discussao dos resultados obtidos nos testes de citotoxicidade

Inicialmente, avaliando os dados de toxicidade in vitro, foi estabelecida uma
comparacao entre os dados obtidos nos testes in vitro (MTT, teste de exclusdo do
Azul de Trypan e ensaio de incorporacdo do vermelho neutro) com os que foram
obtidos anteriormente com 0 mesmo extrato no teste in vivo da toxicidade aguda.

No teste da toxicidade aguda, realizado in vivo, com ratos Wistar, em estudo

ainda nao publicado, a dose Unica de 2000 mg/kg de peso corporal, também avaliada
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durante um periodo de 24 horas, ndo foi letal aos animais.
De acordo com o guia de toxicidade aguda da Comunidade Comum Europeia
(ORGANISATION FOR ECONOMIC COOPERATION AND DEVELOPMENT, 2002),
somente as substancias que apresentam uma Dose Letal Mediana (DL 50) de 0,2 a
2000 mg/kg, quando administradas por via oral, por dose Unica, em ratos, Sao
consideradas como nocivas (ORGANISATION FOR ECONOMIC COOPERATION
AND DEVELOPMENT, 2002; ANVISA, 2013). Desta forma, assim como né&o foi
factivel calcular o IC 50 nos testes in vitro do FAEHA, no teste de toxicidade aguda in
vivo néo foi possivel determinar o valor DL50. Ou seja, a reducéo da viabilidade celular
inferior a 30% nos testes in vitro e a auséncia de mortes na dose de 2000 mg/kg no
teste in vivo, se complementam e permitem sugerir que o FAEHA é considerado como
nao toxico.

Em complemento, no estudo da toxicidade aguda da FAEHA in vivo, apés 14
dias da sua administracdo em dose Unica, os animais foram sacrificados e exames
anatomopatoldgicos macroscopicos das adrenais, figado, estbmago, rins e coragao
foram realizados. Os resultados mostraram que nao existiram diferencgas significativas
nos aspectos e pesos das estruturas analisadas configurando auséncia da toxicidade
aguda da FAEHA.

Estabelecendo-se uma avaliacédo entre os dados obtidos neste estudo e os da
literatura, € possivel constatar a baixa toxicidade das concentracdes dos extratos do
sisal. Dunder et al. (2013), avaliando a fragdo hexanica do sisal sobre os fibroblastos
3T3 de camundongos BalB/C no teste do MTT, no periodo de 24 horas, constataram
uma reducado de 15% na viabilidade celular nas concentracdes 250 a 500 uM, quando
comparado ao controle negativo. A auséncia de citoxicidade também foi relatada no
estudo de Barreto et al. (2017), no ensaio de incorporacdo do vermelho neutro,
avaliando o extrato bruto da Agave sisalana 0,128 mg/mL e uma fracdo enriquecida
em polissacarideos 0,45 mg/mL em cultura de BALB / 3T3 clone A31 (ATCC®
CCL163™), linhagem permanente de fibroblastos murinos, apos 2 horas de
incubacéo.

Ao contrério, nos testes do MTT e do azul de Trypan, Botura (2011) observou
gue em células Vero provenientes de rim de macaco verde africano (Cercopithecus
aethiops) o extrato de acetato de etila (1000 pg/mL) e a fracdo de saponinas
(125 pg/mL) de Agave sisalana ap0os 24 horas mostrou valor de viabilidade celular de

0%. Ao passo gque no tratamento com o extrato aquoso de Agave sisalana (1000
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pg/mL) foi encontrado um percentual de 88% de células viaveis. Também Araldi et al.
(2018), analisando vérios extratos obtidos do residuo do sisal (0 que resultou do
processo de hidrolise &cida - 100 pug/mL, o do precipitado seco - 500 pg/mL e o
hexéanico - 50 pg/mL e 100 pg/mL), constataram que estes apresentaram atividade
citotoxica apos 48 horas em células Vero, no ensaio anexina V-Pl. Entretanto, &
possivel observar que, nesse estudo, todos os extratos mencionados foram diluidos
com Tween 80, um agente citotoxico, usado neste estudo como controle positivo nos
trés testes de citotoxicidade, e que provavelmente pode ter interferido nos resultados
obtidos.

Vieira (2014), analisando os residuos sélido e liquido de Agave sisalana em
células Hela, usando o reagente de proliferacéo celular tetrazélico (WST-1), observou
que os extratos resultantes do residuo liquido 0,5 mg/mL e do residuo sélido a 1,0
mg/mL e 0,5 mg/mL ndo se mostraram citotoxicos. Ao passo que nas concentracées
5,0 mg/mL, esses mesmos extratos apresentaram citotoxicidade acima de controle
positivo (células HeLa + 10 pL de DMSO). Ou seja, no trabalho desses autores, a
citotoxicidade apresentou padréo dose-dependente.

Diante dos resultados encontrados na literatura, e considerando que o FAEHA
nao foi considerado citotdéxico neste estudo por apresentar viabilidade celular maior
que 70%, em todas as concentracdoes analisadas, nos trés testes de citoxicidade
realizados, é possivel sugerir que o processo de hidrélise acida empregado no preparo
possa ter favorecido esse resultado. Esta descrito na literatura que o extrato de Agave
apresenta grande quantidade de saponinas esteroidais que ao serem submetidas ao
processo de hidrolise acida perdem a cadeia de acUcar (parte hidrofilica), e
consequentemente a caracteristica anfipatica de sua porcdo aglicona, responsavel
pela citotoxicidade e atividade hemolitica (DUNDER et al., 2010; ODA et al., 2000;
SEGAL; SHATKOVSKY; MILO-GOLDZWEIG, 1974). Desta forma, a citotoxicidade
dos extratos de sisal pode estar diretamente relacionada ao carater anfipatico das
saponinas e a lipofilicidade da aglicona. Sabe-se que as saponinas possuem a
capacidade de formar complexos com esteroides, proteinas, fosfolipideos de
membrana, o que pode levar a formacao de poros e a lise celular (ARALDI et al., 2018;
CHEN et al., 2011). Por fim, comparando os resultados obtidos com o0 FAEHA nos trés
meétodos de toxicidade realizados in vitro no presente trabalho, dentro das limitagbes
do estudo, foi possivel sugerir que todas as concentracdes ndo apresentaram

citotoxicidade nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Além disso, os valores de viabilidade
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celular maiores que 100% que foram observados nos testes do MTT e do ensaio de
incorporacdo do vermelho neutro sugerem que o FAEHA pode possuir atividade
proliferativa. Desta forma, novas analises sdo recomendadas para se confirmar a

atividade proliferativa, como estudos futuros.

3.3 Ensaios da atividade anti-inflamatéria in vitro

Tomando por base os resultados obtidos nos trés testes de toxicidade in vitro,
- Teste do MTT, Teste de Excluséo do Azul de Trypan e Ensaio de incorporacéo do
vermelho neutro - os quais comprovaram auséncia de toxicidade do FAEHA, ou seja,
valores de viabilidade celular acima de 70%, as mesmas concentracfes foram
utilizadas nos testes anti-inflamatérios in vitro.

A célula empregada nesta etapa foi 0 macréfago, em virtude do papel central
no processo de inflamacao. Os macrofagos estdo amplamente envolvidos em muitos
eventos fisiopatoldgicos associados a esta resposta bioldgica, tais como no processo
de fagocitose e na sintese de espécies reativas de oxigénio (O0xido nitrico), os
mediadores inflamatérios (citocinas e quimiocinas), fatores do complemento e
enzimas proteoliticas (FENG et al., 2019; ZIMMERMANN-FRANCO et al., 2018).

3.3.1 Contagem diferencial de leucécitos do lavado peritoneal

Inicialmente, o lavado peritoneal fresco obtido de camundongos foi analisado
no microscopio Optico invertido. A confeccdo de laminas tornou possivel visualizar a
morfologia em microscopio 6ptico binocular (Figura 8) a predominancia de macréfagos
(72%), seguida da presenca de linfécitos (25%) e mastocitos (2%), conforme a
proporcao apresentada no Figura 9.
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Figura 8 - Fotomicrografias do lavado peritoneal (em lamina) expostos
pela coloracdo de Wright, evidenciando a populacdo de
células e a presenca de macréfagos (seta em preto) —
aumento 100x.

Fonte: A autora (2020).

Figura 9 - Contagem diferencial das células encontradas no
lavado do liquido peritoneal.
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Fonte: A autora (2020).

3.3.2 Resultados obtidos no teste da fagocitose

Os resultados obtidos no teste da fagocitose com macréfagos podem ser
observados no Figura 10. A ANOVA one-way seguida pelo post-hoc de Tukey
demonstrou que o FAEHA, nas concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL e o controle
positivo Cetoprofeno 1,0 mg/mL, apresentaram diferencas significativas quando
comparados ao grupo controle negativo (p<0,05), indicando que esses tratamentos
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inibiram o processo de fagocitose dos macrofagos, constatando-se assim a atividade
anti-inflamatoéria dessas células. Ainda neste teste, quando comparado os valores
obtidos com os tratamentos ao do controle positivo, 1,0 mg/mL diferiu
significativamente (p<0,05), ou seja, apresentou atividade anti-inflamatéria maior do
gue a do controle positivo Cetoprofeno. Observa-se, também, que ndo ha uma relacao
dose dependente quando se compara os valores de absorbancia entre os grupos 0,5,
1,0 e 2,0 mg/mL (0,09 = 0,00, 0,07 + 0,00 e 0,08 = 0,00, respectivamente). Nao
existiram diferengas significativas entre os grupos tratados com o FAEHA.

Figura 10 -Média + EPM dos valores das absorbancias de cada grupo de tratamento
em cultura de macréfagos. Onde CN - Controle Negativo, CP - Controle
Positivo e a FAEHA nas concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. ANOVA
one-way seguida do teste post-hoc de Tukey
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* Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle negativo
® Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle positivo
Fonte: A autora (2020).

Ainda neste teste foram calculadas as taxas de inibicdo da fagocitose em %
(Tabela 4). De forma semelhante ao verificado acima, a ANOVA one-way demonstrou
que as trés concentracbes do FAEHA (0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL) que foram testadas
mostraram diferenca significativa em relagéo ao controle negativo (p<0,05), sugerindo
atividade anti-inflamatéria do extrato. Porém, quando esses valores foram

comparados ao do controle positivo, as concentracbes de 0,5 e 2,0 mg/mL né&o
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apresentaram diferencas significativas (p>0,05), o que demonstra que possui efeito
anti-inflamatério semelhante ao controle positivo Cetoprofeno. Somente o FAEHA 1,0
mg/mL apresentou efeito maior do que o Cetoprofeno (p< 0,05), visto que a taxa de
inibicdo da fagocitose foi maior. Nao existiram diferencas significativas entre os grupos
tratados com o FAEHA.

Tabela 4 - Média e EPM dos valores de inibicdo de cada grupo de tratamento em
cultura de macrofagos no teste da fagocitose. Onde CN - Controle Negativo, CP -
Controle Positivo e o FAEHA nas concentrac¢des de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. ANOVA
one-way seguida do teste post-hoc de Tukey.

Parametro CN CP 0,5 mg/mL 1,0mg/mL 2,0 mg/mL
% da taxa de inibigédo 0 45,23* 56,66* 64,70 *® 61,81*
EPM 0 6,27 5,83 4,65 1,80

* Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle negativo
® Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle positivo
Fonte: A autora (2020).

3.3.3 Resultados obtidos no teste de retencdo de lisossomos

Neste teste a andlise dos dados por meio da ANOVA one-way seguida pelo
teste post-hoc de Tukey mostrou que o controle positivo — Cetoprofeno 1,0 mg/mL —
e o FAEHA, em todas as concentracdes analisadas, diferiram significativamente
(p<0,05) do controle negativo (Figura 11), indicando uma resposta anti-inflamatoria.
Como foi observado no teste da fagocitose, as absorbéancias do teste de retencéo de
lisossomos néo apresentam relacdo dose-dependéncia nas concentracdes de 0,5, 1,0
e 2,0 mg/mL (0,001 + 0,000, 0,008 + 0,000 e 0,003 £ 0,000, respectivamente). Além
disso, o FAEHA 0,5 mg/mL diferiu significativamente de 1,0 mg/mL e este apresentou
diferenca estatistica do grupo 2,0 mg/mL (p< 0,05). Também, a concentracdo 0,5
mg/mL e 2,0 mg/mL néo diferiram estatisticamente do grupo controle positivo (p>
0,05).
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Figura 11 -Média + EPM dos valores das absorbancias de cada grupo de tratamento
em cultura de macrofagos. Onde CN - Controle Negativo, CP - Controle
Positivo e o FAEHA nas concentracfes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. ANOVA
one-way seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Fonte: A autora (2020).

Também, no teste de retencdo de lisossomos, a ANOVA one-way demonstrou
gue as taxas de inibicdo apresentadas pelo FAEHA nas trés concentracdes analisadas
- 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL diferiram significantemente em relagdo ao controle negativo
(p<0,05), o que sugere atividade anti-inflamatéria. Quando comparado ao controle
positivo, somente o FAEHA 1,0mg/mL apresentou diferenca significativa (p<0,05),
inferindo que este possui efeito menor do que o Cetoprofeno. Também, nas
concentragdes de 0,5 e 2,0 mg/mL a atividade anti-inflamatoria do FAEHA se mostrou
semelhante a do Cetoprofeno (p>0,05) Além disso, o FAEHA 0,5 mg/mL diferiu
significativamente de 1,0 mg/mL e este apresentou diferenca estatistica do grupo 2,0
mg/mL (p< 0,05). (Tabela 5).
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Tabela 5 - Média e EPM dos valores de inibicdo de cada grupo de tratamento em
cultura de macrofagos no teste de retencdo de lisossomos. Onde CN -
Controle Negativo, CP - Controle Positivo e extrato nas concentracdes
de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. ANOVA one-way seguida do teste post-hoc

de Tukey.
Parametro CN CP 0,5mg/mL 1,0 mg/mL 2,0 mg/mL
% da taxa de inibicao 0 93,03* 98,10* 84,73+ 94,88*
EPM 0 0,65 0,06 2,50 1,67

* Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle negativo
® Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle positivo
Fonte: A autora (2020).

3.3.4 Resultados obtidos no teste de espraiamento de macréfagos

A ANOVA one-way, seguido de teste post-hoc de Tukey demonstrou que 0s
valores de inibicdo do espraiamento do controle positivo e do FAEHA em todas as
concentracfes analisadas, 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL, possuem diferencas
significativas em relacdo ao controle negativo (p<0,05). Esses dados permitem
comprovar a atividade anti-inflamatoria do FAEHA. Como foi observado nos demais
testes da avaliacao anti-inflamatéria, os valores de inibicdo de espraiamento do teste
nao apresentam relacdo dose dependéncia nas concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0
mg/mL do FAEHA (80,74% + 1,88, 80,24% + 1,58, 89,07% * 1,68, respectivamente)
(Figura 12). J4, nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/mL a atividade anti-inflamatoria do
FAEHA se mostrou semelhante a do Cetoprofeno (p>0,05). Também os valores de
inibicdo do espraiamento de 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL apresentaram diferencas

significativas quando comparados com 2,0 mg/mL (p<0,05).
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Figura 12 -Média £ EPM dos valores de inibicdo de espraiamento de cada grupo de
tratamento em cultura de macréfagos. Onde CN - Controle Negativo,
CP - Controle Positivo e o FAEHA nas concentracdes de 0,5, 1,0 e
2,0 mg/mL. ANOVA one-way seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Fonte: A autora (2020).

Ainda neste ensaio, a ANOVA one-way seguido de teste post-hoc de Tukey
demonstrou que o FAEHA (0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL) e o controle positivo
Cetoprofeno 1,0 mg/mL apresentam diferencas significativas na inibicdo do
espraiamento, quando comparados ao controle negativo (p<0,05), demonstrando a
atividade anti-inflamatoria do extrato (Tabela 6). O FAEHA 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL
ndo diferiram significativamente do controle positivo (p> 0,05), demonstrando que
neste teste ambos apresentaram atividade anti-inflamatdria semelhante. Além disso,
a porcentagem de inibicdo do espraiamento de 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL apresentou

diferencas significativas quando comparados com 2,0 mg/mL (p<0,05).
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Tabela 6 - Média e EPM dos valores da % de inibicdo do espraiamento para cada
grupo de tratamento em cultura de macrofagos. Onde CN - Controle
Negativo, CP - Controle Positivo e 0o FAEHA nas concentragdes de 0,5,
1,0 e 2,0 mg/mL. ANOVA one-way seguida do teste post-hoc de Tukey.

Parametro CN CP 0.5mg/mL 1.0 mg/mL 2.0 mg/mL
% Inibicdo de espraiamento 0 81,25 80,74* 80,24* 89,07*°®
EPM 0 2,26 1,88 1,58 1,68

*Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle negativo
® Valores significativos para p<0,05 quando comparado com controle positivo
Fonte: A autora (2020).

A Figura 13 apresenta a diferenca na morfologia entre os macréfagos nao-
espraiados e espraiados, obtidas durante a andlise das laminas em microscépio

optico.

Figura 13 -Fotos obtidas de macréfagos ndo-espraiados do grupo CP (A), de
macrofagos espraiados e ndo-espraiados com o tratamento do FAEHA 2,0
mg/mL (B) e de macréfagos espraiados com o tratamento do FAEHA 0,5
mg/mL (C) — aumento 100 x.
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Fonte: A autora (2020).
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3.3.5 Discussao dos resultados obtidos nos testes anti-inflamatorios in vitro

Avaliando os dados de anti-inflamatorios in vitro estabelecido neste estudo,
nesta etapa foi realizada uma comparacéo entre os dados obtidos nos testes anti-
inflamatorios in vitro (fagocitose, retencdo de lisossomos e espraiamento de
macrofagos) com os que foram obtidos anteriormente com o mesmo extrato no teste
in vivo, e que ainda nao foram publicados. Para isso, os dados da avaliag&o in vitro
foram comparados aos obtidos no teste do edema de pata por carragenina, realizado
em ratos Wistar. Neste teste, 0 edema constitui um dos sinais da inflamacéo, sendo
causado pelo aumento da permeabilidade vascular e da infiltracdo celular. A
carragenina induz duas fases de inflamacao, a aguda e a crbnica, a fase aguda se
desenvolve nas primeiras 6h ap0s a aplicacdo local da carragenina a 1% em uma das
patas e a fase cronica a partir de 24h, sendo que a fase aguda apresenta um baixo
volume de edema (POSADAS et al., 2004; PEDERNERA et al., 2010).

Para a comparacdo com o trabalho in vivo previamente realizado, foram
utilizados os resultados obtidos na quarta hora do teste do edema de pata, que
corresponde ao periodo do pico da resposta inflamatoria na fase aguda e onde ocorre
a migracdo das células de defesa para o local. Neste tempo, o controle positivo
Indometacina 10 mg/kg e o FAEHA na dose de 50 mg/kg, ambos administrados por via
oral, em dose Unica, uma hora antes da administracéo da carragenina na pata do animal.
Houve nestes grupos uma reducéo significativa o edema de pata em relacdo ao grupo
controle (p<0,05) que recebeu salina. O FAEHA promoveu 65,67% de reducdo do
edema de pata, ao passo que o anti-inflamatério Indometacina, usado como controle
positivo, reduziu o edema em 63,44%. O FAEHA no teste do edema de pata foi
avaliado em trés doses, 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg. O melhor resultado foi com
50 mg/kg.

Considerando que nos trés testes anti-inflamatérios in vitro houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos com o FAEHA comparado com o controle
negativo, mostrando que todas as concentragcdes apresentaram atividade anti-
inflamatoria, para a comparacdo dos dados in vivo com os obtidos neste estudo in
vitro, foi utilizada a concentragéo intermediaria do FAEHA de 1,0 mg/mL.

Ao realizar essa observacéo foi constatado que nos testes da fagocitose, da

retencdo de lisossomos e do espraiamento de macréfagos as taxas de inibicdo da
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inflamacé&o promovidas pelo FAEHA 1,0 mg/mL foram respectivamente de: 64,70%,
84,73% e 80,24%. A analise comparativa desses resultados com o obtido in vivo, que
foi de 65,67% de inibicho do edema, permite inferir que o teste da fagocitose
apresentou um valor bem proximo ao que foi verificado in vivo, ou seja, 64,70%. Ja 0s
testes da retencdo de lisossomos e do espraiamento de macréfagos apresentaram
valores maiores de inibicdo da resposta inflamatéria, 84,73% e 80,24%,
respectivamente. Estes resultados sugerem que estes testes apresentam maior
capacidade de detectar este tipo de resposta. Assim, é possivel sugerir que esses
testes in vitro podem ser utilizados de forma a predizer a atividade anti-inflamatoria de
extratos vegetais, contribuindo para a reducdo do nimero de animais nas pesquisas
farmacoldgicas.

Como ja mencionado, o macrofago foi a célula escolhida para a realizacdo dos
testes anti-inflamatérios in vitro. Os macrofagos tém origem da célula tronco
hematopoiética e sdo as células mais diferenciadas do sistema mononuclear
fagocitario, sendo encontradas nos tecidos. Nestes locais, os macrofagos tém funcéo
fagocitaria de primeira linha de defesa da imunidade inata (KUMAR, 2019). Desta
forma, utilizando os macréfagos, o primeiro teste anti-inflamatério realizado in vitro no
presente trabalho foi o teste da fagocitose descrito por Pipe, Coles e Faley (1995) com
algumas modificagfes. Neste teste os macrofagos foram estimulados a fagocitar
particulas de zimosan complexadas com vermelho neutro. O zimosan é uma
substancia oriunda da parede celular de leveduras Saccharomyces cerevisiae, € um
forte ativador dos macréfagos, induz a fagocitose e a liberacdo de enzimas
lisossomais e tem a capacidade de induzir inflamacao, estimulando a producéo de
citocinas e quimiocinas e o mecanismo de fagocitose (SIGOLA et al., 2016).

Assim, considerando que este teste avaliou a atividade anti-inflamatéria da
FAEHA e do Cetoprofeno, controle positivo, perante a agdo do zimosan em induzir a
inflamacéo (SAMPAIO et al., 2001), os resultados mostraram diferencga significativa
na atividade anti-inflamatoria deste extrato.

Outro teste anti-inflamatorio realizado in vitro com os macréfagos foi o de
retencdo de lisossomos. O principio deste teste consiste no fato de o corante vermelho
neutro ser catiénico e lipofilico e transitar facilmente pelas membranas celulares.
Porém, nos lisossomos, onde o pH é acido, o corante ganha um proton e fica retido

em seu interior. Quanto maior for a resposta inflamatoria, maior sera a acidez no
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interior dos lisossomos e maior o acumulo do corante vermelho neutro (PIPE; COLES;
FARLEY, 1995; OTA et al., 2010). Neste teste, de forma semelhante ao verificado
anteriormente, com o da fagocitose, o FAEHA, em todas as concentracdes avaliadas,
mostraram atividade anti-inflamatoria, ou seja, reduziu a retencdo do corante no
interior dos lisossomos. Novamente foi constatado que as taxas de inibicdo da
retencdo de lisossomos promovidas pelo FAEHA apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle negativo.

O dltimo teste anti-inflamatério in vitro realizado foi 0 do espraiamento de
macrofagos. Esses tém a propriedade de se aderir ao vidro quando estimulados,
tornando-se espraiadas em diversas condicbes, entre elas a inflamacéo
(RABINOVITCH et al., 1977). Para verificar se o0 extrato analisado teria agéo de inibir
0 espraiamento dos macréfagos e apresentar atividade anti-inflamatéria, essas células
foram tratadas com o FAEHA nas mesmas concentracdes jA mencionadas, assim
como com 0 mesmo controle positivo, o Cetoprofeno 1,0 mg/mL. Como resultado, foi
demonstrada diferenca significativa na inibicdo do espraiamento para todos os grupos
de tratamento com o FAEHA, sugerindo que este extrato € capaz de reduzir a resposta
inflamatoria promovida pelos macréfagos.

Por fim, vale destacar que o presente trabalho € o primeiro a relatar resultados
da atividade anti-inflamatéria das espécies do género Agave nos modelos in vitro aqui

desenvolvidos. Portanto, ndo ha referéncias anteriores com Agave para comparagao.

3.4 Ensaios para a determinacao da concentracdo de saponinas e detecc¢édo de

sapogeninas

Até o momento foram identificados saponinas e sapogeninas em 50 espécies
de Agave (SIDANA; SINGH; SHARMA, 2016) e aproximadamente 150 tipos de
saponinas esteroidais em espécies de Agave (ALCAZAR et al., 2017). Para confirmar
a presenca de saponinas no extrato FAEHA foram realizadas leituras das
absorbéancias em espectrofotbmetro na faixa de 284 nM.

3.4.1 Resultado obtido no método de determinag&o da concentracdo de saponinas
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Para o calculo desta concentracdo foi empregada a equacdo da reta
estabelecida pela curva de regresséo linear com a saponina padrao — Merck, realizada
nas doses de 0,08 a 0,28 mg/ml (Figura 14).

Figura 14 - Curva de regressao linear com a saponina Merck nas
concentracfes de 0,08 a 0,28 mg/mL
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Fonte: A autora (2020).

O FAEHA foi analisado na concentragao de 0,25 mg/mL, e o teor de saponinas
encontrado foi de 0,12 mg/mL, ou seja, este extrato possui uma concentracao

proporcional de saponinas de 48%.

3.4.2 Resultado obtido no método de deteccdo das sapogeninas

ApOs a deteccdo das saponinas no extrato, deu-se sequéncia a caracterizacao
das sapogeninas presentes no FAEHA por emprego da espectrometria de massas
com alta resolucdo (HRESI-MS), e os resultados obtidos confirmaram a presenca da
hecogenina e tigogenina (Figura 15). Também, os inUmeros picos gerados indicam a

presenca de outros metabdlitos secundarios nesta fracéo.



Figura 15 - Espectros obtidos na andlise da FAEHA por espectrometria de
massas com alta resolu¢do (HRESI-MS). Picos identificados de
hecogenina e tigogenina
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A Tabela 7 descreve a massa experimental da Tigogenina e Hecogenina,

obtidas na andlise da FAEHA por espectrometria de massas com alta resolucao

(HRESI-MS). Para fins de comparacdo, na referida tabela também constam as

massas moleculares tedricas das respectivas sapogeninas.
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Tabela 7 - Massa das moléculas de hecogenina e tigogenina presentes na FAEHA e
obtidas por espectrometria de massas com alta resolucdo (HRESI-MS)

Composto Formula Massa Tedrica  Massa Experimental Erro

Molecular [M+H]* [M+ H]* (ppm)
Tigogenina C27H4503 417,33687 417,33573 1,41
Hecogenina C2o7H4304 431,31613 431,31545 0,31

Fonte: A autora (2020).

3.4.3 Discussdo dos resultados obtidos nos ensaios para a determinacdo da

concentracdo de saponinas e detec¢cado de sapogeninas.

O resultado obtido neste estudo mostra que o FAEHA, mesmo sendo
submetido ao processo de hidrélise acida ainda apresenta alta concentracdo de
saponinas, 48%.

O estudo desenvolvido por Araldi et al. (2018) mostrou que o extrato hexanico
do sisal, 0,25 mg/mL, obtido ap6s o processo de hidrélise &cida, apresentou 0,02
mg/mL de saponinas, que corresponde proporcionalmente a 18,01% de saponinas da
amostra analisada. Os mesmos autores relataram que outro extrato do sisal, o extrato
do precipitado, também na concentragdo de 0,25 mg/mL, e que ndo foi submetido ao
processo de hidrélise acida e de separacdo por solvente organico, apresentou 0,22
mg/mL de saponinas, ou seja, 88% de saponinas. Este resultado mostra que a
hidrolise &cida realizada neste estudo foi eficiente para hidrolisar grande parte das
saponinas presentes no extrato do sisal, liberando as sapogeninas esteroidais que
foram separadas por meio da extragao hexanica.

De acordo com Ding et al. (1989), por meio da hidrdlise acida da mucilagem da
Agave sisalana é possivel extrair as cadeias de aclucar das moléculas de saponinas e
obter, em especial, duas sapogeninas — hecogenina e tiogenina. Em concordancia
com o trabalho desenvolvido por Ding et al. (1989), os resultados obtidos neste estudo
relataram a presenca de hecogenina e tiogenina no FAEHA. Também, a presenca das
sapogeninas hecogenina e tigogeninas na Agave sisalana foi detectada por outros
pesquisadores (CHEN et al., 2011; DAWIDAR; FAYEZ, 1961; BLUNDEN; YI;
JEWERS, 1978; HIGGINS, 1976).

Analisando outras espécies de Agave, Alcazar et al. (2017) localizaram a
hecogenina em extrato de folhas de Agave durangensis e Agave salmiana. Puente-

Garza et al. (2017), bem como Blunden, Yi e Jewers (1978), encontraram glicosideos
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de hecogenina, tigogenina e diogenina em folhas de partes maduras de Agave
salmiana. Pereira et al. (2017), identificaram uma nova saponina esteroidal em folhas
de Agave angustifolia var. Marginata, e apds a hidrolise acida com H2SOa, foi isolada
a tigogenina. Por sua vez, Eskander, Lavaud e Harakat (2010), isolaram a saponina
da planta Agave macroacantha e com o emprego de espectrometria de massa, foi
isolada a sapogenina hecogenina.

A importancia das sapogeninas deve-se ao fato de que elas séo precursoras
dos corticosteroides, anti-inflamatorios, de grande utilizagcdo na medicina. Embora o
mecanismo de acdo das sapogeninas ndo seja conhecido, Quintans et al. (2014)
trataram camundongos por administracdo sistémica de acetato de hecogenina em
modelos de hiperalgesia por carragenina e observaram uma redugdo de citocinas
como IL1-B e a expressao da citocina anti-inflamatdria IL-10. Além disso, Cerqueira et
al. (2012) constataram que a hecogenina isolada de Agave sisalana reduziu
in vivo a atividade anti-inflamatéria. Em adi¢cdo, analisando o extrato de Agave
americana, Peana et al. (1997) identificaram as sapogeninas hecogenina e tigogenina.
As sapogeninas foram administradas via intraperitoneal e produziram atividade
antiedematosa maior que o0s anti-inflamatorios comerciais Indometacina e
Dexametasona, em modelos de animais.

Diante dos dados obtidos na literatura, € possivel constatar que, de forma
inovadora, o presente trabalho representa o primeiro estudo sobre a atividade anti-
inflamatoria de extrato de Agave sisalana in vitro. Além disso, sugere o FAEHA possui
atividade anti-inflamatdria, e que esta pode ser atribuida a presenca de saponinas e
sapogeninas esteroidais. Em complemento, em razdo da baixa toxicidade
apresentada, o FAEHA se apresenta como um medicamento anti-inflamatério em
potencial, podendo agregar valor econémico ao residuo do sisal que esta sendo

desprezado.
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4 CONCLUSAO

O conjunto de dados obtidos na analise toxicoldégica do FAEHA, por meio da
realizagéo dos testes in vitro, confirmam a baixa toxicidade do extrato.

De modo similar, os dados obtidos in vitro, por intermédio dos testes que
avaliaram a atividade anti-inflamatéria do FAEHA, comprovando a atividade
farmacoldgica do extrato.

A presenca de saponinas e das sapogeninas hecogenina e tigogenina no
FAEHA sugere que essas moléculas seriam efetoras da atividade anti-inflamatdria do
extrato.

Os testes realizados in vitro neste estudo se mostraram confidveis para serem
utilizados na avaliacdo de potencial toxico e anti-inflamatério dos extratos vegetais,
contribuindo para a reducdo do niumero de animais nas pesquisas farmacologicas e
toxicoldgicas.

A confirmacdao in vitro da baixa toxicidade do FAEHA e da sua atividade anti-
inflamatoria, anteriormente observadas in vivo, coloca esse extrato como potencial
candidato ao desenvolvimento de um medicamento fitoterapico.

Por fim, a utilizacdo do residuo das folhas do sisal para o desenvolvimento de
um novo fitoterdpico pode se configurar como uma estratégia inovadora para abrir
frente a projetos sociais e € de fundamental importancia para o incremento econdmico

e social da regido sisaleira do nordeste brasileiro, uma das mais pobres do pais.
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APENDICE A - ANALISE ESTATISTICA DOS TESTES IN VITRO

1 Teste do MTT [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] -

Figura 1 - Andlise estatistica de ANOVA two-way, seguida de teste post-hoc de
Tukey, no tempo 24, 48 e 72 horas, em que coluna 2: controle negativo,
coluna 3: controle positivo, coluna 4: 0,5 mg/mL, coluna 5: 1,0 mg/mL,
coluna 6: 2,0 mg/mL
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Fonte: A autora (2020).
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Figura 2a -Andlise estatistica de normalidade com Teste de Shapiro-Wilk, onde:
coluna 1: controle negativo, coluna 2: controle positivo, coluna 3: 0,5
mg/mL, coluna 4: 1,0 mg/mL, coluna 5: 2,0 mg/mL
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Figura 2b -Andlise estatistica de Kruskal-Wallis, seguida do teste post-hoc de Student-
Newman-Keuls, onde: coluna 1: controle negativo, coluna 2: controle
positivo, coluna 3: 0,5 mg/mL, coluna 4: 1,0 mg/mL, coluna 5: 2,0 mg/mL

®
Arquivo  Editar  Estatisticas  Grificos  Sugest@es  Configurar  Ajuda
=l @ & (B «0f-0] |-l ﬂ ﬂ |Esco|ha um teste ﬂ E
g EA Teste de Kruskal-yvallis - O
| Arquivo  Editar  Grifico

_______ Resultados - 2-

7 1 - 2- - 3- - 4- -5-

: H= 13.7628

1 96.35 83.72 87.78 86.49 86.61 Brls o e = 4

2 94 .97 85.71 81.01 93.06 7778 () Kruskal-wallis = 0. 00a

3 96.90 92.86 96.31 93.62 87.50 R 1 {posto média) = 21 a0an

4 94.49 73.91 95.58 90.51 84 .68 R 2 (posto média) = & 4000

5 95.42 g2.50 93.18 90.61 9115 R 3 (posto médic) = 15.2EIDEI§

6 R 4 {posto médio) = 13.4000

/ R 5 (posto média) = 5.2000

E Comparagdes Student-Newman-Keuls| Dif. Postos p-valar

g Grupos (1e2)= 15.4000 0.000%

o Grupos [ 123) = 5.6000 0.1562

i} Grupos (16 4) = 5.4000 0.0711

< Grupos (1 e 5) = 13.6000 0.0035
Grupos (28 3)= 8.8000 0.0587
Grupos (2 e d)= 7.0000 01326
Grupos (2e8) = 1.8000 0.6290
Grupos (3 e d)= 1.8000 0.6930
Grupos (3 e 8) = 7.0000 01326
Grupos (4 e 8) = 5.2000 0.2639

Fonte: A autora (2020).




3 Ensaio de incorporacao do vermelho neutro

70

Figura 3 - Andlise estatistica de ANOVA one-way, seguida de teste post-hoc de
Tukey, no tempo 24 horas, em que coluna 1: controle negativo, coluna 2:
controle positivo, coluna 3: 0,5 mg/mL, coluna 4: 1,0 mg/mL, coluna 5: 2,0
mg/mL
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4 Teste de Fagocitose

Figura 4a -Andlise estatistica de ANOVA one-way das absorbancias, seguida de teste
post-hoc de Tukey, onde coluna 1: controle negativo, coluna 2: controle
positivo, coluna 3: 0,5 mg/mL, coluna 4: 1,0 mg/mL, coluna 5: 2,0 mg/mL
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Figura 4b -Andlise estatistica de ANOVA one-way de porcentagem de inibicdo da
fagocitose, seguida de teste post-hoc de Tukey, onde coluna 1: controle
negativo, coluna 2: controle positivo, coluna 3: 0,5 mg/mL, coluna 4: 1,0
mg/mL, coluna 5: 2,0 mg/mL
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Médias (23 3)= 86700 23492 ns
Médias (2a 4)=| 222000 BO0153 <005
Médias (23 5)=| 163000  4.4166 ns
Médias (3a 4)= 135300  3.6851 ns
Médias (3 3 5) = 76300 2.0674 ns
Médias (4 3 5) = 59000 15987 ns

Fonte: A autora (2020).
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5 Retencédo de lisossomos

Figura 5a -Andlise estatistica de ANOVA one-way das absorbéancias, seguida de teste
post-hoc de Tukey, em que coluna 1: controle negativo, coluna 2: controle
positivo, coluna 3: 0,5 mg/mL, coluna 4: 1,0 mg/mL, coluna 5: 2,0 mg/mL

I Biokstat 5.3
Arquivo  Editar  Estatisticas  Grafico Sugestdes Configurar  Ajuda
N al 8 3{,|L‘D|@ +u| 0| Bl[AE| x| 8| [anovai ciéo) - 2|
@) Dados B0 Teste ANOVA; um critério — O
I Arquiva  Editar  Grafico
FONTES DE VARIACAD|  GL sQ QM
« 2 -3 4 5
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2 0050 0004 0001 0010 0001 lie 10) 33.3¢06| 300el7
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i ®=  <0.0001
= Média (Coluna 1) = 00527
Meédia (Coluna 2) = 0.0037
? - Meédia (Coluna 3) = 0.0010
5 Meédia (Coluna 4) = 0.0080
- Média (Coluna 5) = 0.0030
10 Tukey:| Diferenga Q [(3)]
n Médias (13 2)= 00490 490000 <001
- Médias (12 3)= 00517 516667 <001
Médias (1a 4)= 00447 4486667 <001
Médias (13 5)= 00497 496667 <001
Médias (2a 3)= 00027 26667 ns
Médias (2 a 4)= 00043 433313 ns
Médias (2 a 5) = 00007  0.6667 ns
Médias (3 a 4)= 00070 70000 <001
Médias (3 a 5)= 00020  2.0000 ns
Médias (4 a 5)= 00050 50000 <005

Fonte: A autora (2020).
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Figura 5b -Andlise estatistica de ANOVA one-way de porcentagem de inibicdo de
retencao de lisossomos, seguida de teste post-hoc de Tukey, onde coluna
1: controle negativo, coluna 2: controle positivo, coluna 3: 0,5 mg/mL,
coluna 4: 1,0 mg/mL, coluna 5: 2,0 mg/mL
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?D Tukey:| Diferenca Q 2]

1 Medias (1a 2)= 93.0300  B7.8315 = 0.

= Medias (1a 3)= 93.0967  71.5248 <00
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Medias (3a &)= 32133 2.3430 ns
Meédias (4 a 5)= 10,1600 7.4080 =101

Fonte: A autora (2020).
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6 Espraiamento de macrofagos

Figura 6 - Andlise estatistica de ANOVA one-way da porcentagem de inibicdo de
espraiamento, seguida de teste post-hoc de Tukey, em que coluna 1:
controle negativo, coluna 2: controle positivo, coluna 3: 0,5 mg/mL, coluna
4: 1,0 mg/mL, coluna 5: 2,0 mg/mL

@
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10 Tukey:| Diferencga Q2 (]}

1 Medias (1a 2)=| 512500 485997  <0.01

= Medias [1a 3= S0.7433 482966  <0.01
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Fonte: A autora (2020).



